




生存率で推定した。二酸化炭素（CO 2 ）、酸素（O 2 ）、窒素（N 2 ）の 3 種類のガスを含む NB 水に曝露し
た場合の細菌の生存率を調べた結果、CO 2 を含む NB 水に曝露すると細菌の生存率が有意に低下すること
がわかった。 酸素ガス、窒素ガスを含む NB 水に曝露しても、有意な殺菌効果は認められなかった。
O 2 NB 水に曝露した場合には、大腸菌の増殖が観察された。NB 懸濁液中の活性酸素の発生を電子スピン
共鳴分光法（ESR）で調べた。その結果、NB 懸濁液中に発生する活性酸素の主なものは水酸基ラジカル
（OH・）であり、活性酸素の発生は CO 2 NB 水の場合に最も強く、殺菌効果測定の結果と一致することが
わかった。
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破壊するという解釈5, 6 ）などがある。また、MB とオゾンを併用した場合には、MB がオゾンの分解速度
を高め、水酸基ラジカル（OH・）の生成を促進する効果があると考えられている7, 8 ）。本研究では MB 
よりさらに粒径が小さいナノバブル（Nanobubble: NB）を用いた殺菌効果を明らかにすることを目的と
した。
NB は直径 1 μm 未満の球状の泡である。NB は非常に長い寿命、高密度の表面電荷などのユニークな
特性を持ち、水処理 9 ）、表面洗浄10-12）、殺菌13）など様々な用途において NB には大きな可能性がある14）。








揃った NB が形成される。この方法の利点は、希ガスを含む様々な種類のガスを含む NB を簡単に形成で
きることである。この利点を生かして、本研究でも様々なガスを内包した NB の殺菌効果について網羅的
に調べることができた。
本稿では、第 2 節で実験方法を、第 3 節で実験結果と考察、そして最終節でこれまでの総括と今後の課
題について述べる。
2 ．実験方法









我々は、Fig. 1 に模式的に示すように、多孔質アルミナ薄膜にガス圧を加えることにより、NB を生成
する簡単な手法を提案する。ガスフィルターとして使用した多孔質アルミナ膜は、陽極酸化によって形成




きることである。Fig. 2 に NB 発生器の構造を示す。発生器の中央部に15mm 径のアルミ板が装着されて
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いる。アルミ板の中心部には陽極酸化で形成した 5  mm 径のポーラスアルミナ膜がある。この膜に下方
から1.5～ 2 気圧のガス圧を印加し、膜上部の水の中に NB を発泡させる構造になっている。






の存在を初めて明らかにした。NTA 法では、Fig. 3 （a）に示すように、液体中のナノ粒子のブラウン
運動の軌跡を、紫外レーザー光の散乱を顕微鏡で捉えることにより動画として記録し、得られた動画から
一定時間内に動いた距離から、下記のアインシュタイン - ストークスの式に則りナノ粒子の粒径 r を算出
する。
Fig. 1 　 微細孔式ナノバブル（NB）発生法．多孔質アルミナ薄膜に下方から1.5気圧
程度のガス圧を加えることにより、膜の上部の水の中に NB を生成する。
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試験に用いた細菌は大腸菌 Escherichia coli ATCC8739（Microbiologics, Inc.）とした。予め LB Broth
（NIPPON Genetics）で培養し、一定菌量（約 4 ×103 CFU/mL）になるよう滅菌蒸留水で希釈した。一
般的に殺菌性能評価試験においての試験菌液は105～107 CFU/mL に調整することが多いが、今回、菌数
測定に用いた培地が、簡易検査培地のペトリフィルム大腸菌測定用 EC プレート（ 3 M）であるため、
メーカーが推奨する測定菌数の上限値に合わせて調製した。この菌液の一定量を二酸化炭素内包 NB 水
（CO 2 NB 水）（ホウケイ酸ガラス製バイアル瓶に入れたもの）に添加し、室温（24± 2 ℃）で放置した。
一定時間ごとに50μℓを採取し、ペトリフィルム EC プレートに塗布し、35℃、24時間インキュベーター
内で留置した。その後、ペトリフィルム上に認められた菌数を計測した（Fig. 4 ）。対照実験では、
CO 2 NB 水の代わりに滅菌蒸留水を用いて同一条件下で試験した。大腸菌の生存率については、一定時間
後のペトリフィルム上に認められた菌数を対象実験の菌数で割った値を百分率（%）で表した。Fig. 5  に、
NB 水放置前後の簡易培地のコロニー数の変化を示す。この図は、CO 2 NB 水に入れた場合の結果であり、
菌数が減少していることが分かる。
3 ．実験結果と考察
3. 1 　NB の粒径分布
Fig. 2 に示した NB 発生器を使用して純水の中に発泡し、NB 懸濁液を作製した。その NB 懸濁液（「NB
水」と呼ぶ）の中に分散している NB の粒径分布を NTA 法で計測した。CO 2 ガス注入により作製した
NB 水の中の NB の典型的な粒径分布を Fig. 6 （a）に示す。図に示された 2 つの分布プロファイルは、




か大きくなった時にアルミナ薄膜から剥離して NB となり、その後収縮して100 nm 程度の大きさになる
Fig. 3 　（a）ナノ粒子トラッキング解析（NTA）法．（b）水の中の NB のブラウン運動の軌跡．
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と考えられる。この NB 生成の詳細なメカニズムについては、その解明は今後の研究課題である。
Fig. 5 　 大腸菌生存率計測法（二酸化炭素 NB の計測例）．NB 懸濁液中に大腸菌を
一定時間留置後に簡易培地上に懸濁液を滴下し、培養後の菌数を計測した。




NB が存在する。この離散的な粒径の NB の生成は、同じ粒径の二つの NB が選択的に合体することによ
ると解釈できる15）。このような合体が起きると、簡単な計算から隣同士の粒径の比は√2となり、実際に
Fig. 6 （a）の粒径分布の粒径比は√2になっている。図中に示された 1 、 2 、 4 、・・・の番号は、最小
粒径の NB が何個合体したかを示した数である。32個分合体した NB が観測されている。
CO 2 以外のガスについてもこの方法で NB の粒径分布を計測した。Fig. 6 （b）は窒素ガス（N 2 ）を用
いて生成した NB の粒径分布を示す。酸素の場合もほぼ同じ粒径分布を示した。二酸化炭素に比べて粒径
はやや大きいが100 nm 程度の粒径の NB が生成できていることがわかる。二酸化酸素の場合に粒径が小
さくなるのは、二酸化炭素の水に対する溶解度が酸素や窒素などに比べて二桁程度大きいことが原因して
いる15）。
本研究では、このような100 nm 程の粒径の NB が大腸菌にどのような影響を及ぼすかを調べた。これ
までにマイクロバブルを用いた殺菌効果の研究はあるが、ナノバブルの殺菌効果の研究は殆どない。しか
も、粒径をある程度揃えたナノバブルについては殆ど報告がない。
3. 2 　NB 水が大腸菌に与える殺菌作用
大腸菌を NB 水と蒸留水にそれぞれ留置した試料について、時間の経過と共に変化する大腸菌の増殖の
度合いを簡易培地上の大腸菌のコロニー数の計測から調べた。先ず、二酸化炭素 NB を用いた結果を Fig. 
7 （a）に示す。この図には NB 水と滅菌蒸留水に 1 時間留置した場合の比較を示している。蒸留水に比
べて NB 水に留置した場合の方が、コロニー数が大きく減少していることが分かる。この結果は、
CO 2 NB 水に大腸菌に対する殺菌作用があることを示している。
一方、酸素ガス内包 NB 水（O 2 NB 水）に留置した場合については Fig. 7 （b）に示すように、蒸留水
中に比べて大腸菌の不活性化が進まず、逆に増殖している場合も観測された。酸素 NB 水の場合には、大
腸菌の増殖を活発化する作用があることを示している。酸素 NB 水から供給される酸素ガスによって大腸
菌の代謝が高まると推測している。N 2 NB 水の場合には、殺菌作用が認められたが、留置時間が長くな
るとやや増殖する傾向が見られた。詳細については次項で述べる。
Fig. 7 　（a）CO 2 NB 水と（b）O 2 NB 水に 1 時間留置した大腸菌の簡易培地上のコロニー数の変化．
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3. 3 　NB 水中の大腸菌の生存率の時間依存性
大腸菌を CO 2 NB 水と蒸留水にそれぞれ留置して、時間の経過に伴う大腸菌の生存率の変化を調べた結
果を Fig. 8 （a）に示す。 7 ～ 8 回測定した結果の中から典型的な測定結果の 2 例を示す。蒸留水に留置
した場合には、生存率は時間の経過と共に減少し、その減衰はほぼ指数関数的である。一方、NB 水に留
置した場合には、留置の初期段階で急激に減少して、その後は蒸留水の場合と同様に、ほぼ指数関数的に





O 2 NB 水と N 2 NB 水について生存率の時間変化を測定した結果をそれぞれ Fig. 8 （b）と Fig. 8 （c）
に示す。二酸化炭素の場合と同様に、それぞれ 7 ～ 8 回測定した結果の中から典型的な測定結果 2 例を示
す。O 2 NB 水の場合には生存率が殆ど変化しない、あるいはむしろ若干増加している。前述の通り、生
存率が増加するあるいは変化しない原因は、O 2 NB 水から放出される酸素ガスが大腸菌を活性化するた




るとされている20）。N 2 NB が大腸菌に吸着した時にバブルが破裂するなり合体するなりした時に、周りの
水分子と反応して NO が生成され、生成された NO が殺菌や活性化をもたらした可能性がある。しかし、
現時点で NO が生成されたことを示す実験結果は得られていない。N 2 NB の殺菌あるいは活性化作用に
ついても今後の研究課題である。
Fig. 8 　（a）CO 2 NB 水、（b）O 2 NB 水と（c）N 2 NB 水に留置した大腸菌の生存率の留置時間依存性．
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3. 4 　NB 水中の活性酸素種





Fig. 9 に CO 2 NB 水、O 2 NB 水の ESR スペクトルを示す。比較のために、酸化チタンの光照射で生成
された OH・の ESR スペクトル 2 ）も併せて示している。この図から、CO 2 NB 水に OH・が生成している
ことがわかる。O 2 NB 水にも僅かであるが OH・が生成されているが、CO 2 NB 水と比べると量的には少
ない。OH・は酸化チタン光触媒作用で見られたように強い殺菌効果がある。従って、CO 2 NB 水で観測
された殺菌作用は、主にこの OH・に起因していると推測できる。O 2 NB 水で安定した殺菌作用が観測で
きなかったことも、十分な水酸基ラジカルが生成されなかったことが原因と思われる。
CO 2 NB 水の場合に OH・が生成された理由については、今のところ明確な原因は特定できないが、一
つの可能性として、二酸化炭素 NB の場合の反応性の高さが原因していると思われる。Fig. 9 の CO 2 NB
水の ESR スペクトルを見ると、酸化チタン光触媒の場合のスペクトルに現れていないサイドピークが現
れている。これらのピークは ESR 測定に用いたトラップ剤の分解によると考えられる。このことは、
CO 2 NB が分子と会合した時に様々な反応生成物やラジカルが生成されやすいことを示している。






た。CO 2 、O 2 、N 2 の 3 種類のガスを含む NB に曝露した場合の細菌の生存率を調べた。その結果、CO 2
を含む NB 水に曝露することにより、細菌の生存率が有意に低下することがわかった。 酸素、窒素ガス
を含む NB 水には、有意な殺菌効果は認められなかった。O 2 NB 水に曝露した場合には、大腸菌の増殖が
観察された。NB 懸濁液中の活性酸素の発生を ESR 分光法で調べた結果、NB 懸濁液中に発生する活性酸
素の主なものは水酸基ラジカル（OH・）であり、活性酸素の発生は CO 2 NB 水の場合に最も強く、抗菌
活性試験の結果と符合した。
今後は NB 水の殺菌作用の応用を追究すべく他の細菌種による殺菌効果を調べると共に殺菌機構を解明
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